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Povzetek 
 
Katepsin V spada med katepsinu L podobne katepsine iz družine papainu podobnih 
peptidaz. Je cisteinska lizosomska endopeptidaza, ki jo najdemo le pri višjih primatih. 
Izraža se v specifičnih tkivih, predvsem v priželjcu, kjer ima pomembno vlogo pri 
predstavitvi antigenov. Pri diplomski nalogi smo pregledali knjižnico spojin, ki so bile 
sintetizirane kot potencialni alosterični inhibitorji katepsinov K in S, in med njimi želeli 
poiskati alosterične inhibitorje katepsina V. Inhibicijske lastnosti smo določili iz 
kinetičnih meritev, narejenih z uporabo fluorimetrije. Znotraj knjižnice spojin na žalost 
nismo uspeli najti nobenega dobrega alosteričnega inhibitorja. Tri najbolj obetavne 
spojine smo uporabili za titracijo katepsina V, pri čemer smo ugotovili, da ti najverjetneje 
ne kažejo hiperbolične inhibicije, ki je bila opažena pri alosteričnih inhibitorjih katepsina 
K, in najverjetneje nimajo alosteričnega mehanizma. Te tri spojine smo tudi računalniško 
umestili na alosterično in aktivno mesto katepsina V s pomočjo algoritma Autodock Vina 
1.1.2. Prav tako smo izmerili inhibicijo encimske razgradnje elastina za eno izmed treh 
spojin. 
 
Ključne besede: katepsin V, alosterična inhibicija, encimska kinetika, računalniško 
prileganje spojin, makromolekularni substrat. 
 
CHARACTERIZATION OF THE EFFECTS OF AMINO 
ACID DERIVATES OF SUCCINIMIDE ON THE 
ACTIVITY OF CATHEPSIN V 
  
Cathepsin V is a cathepsin L-like peptidase from the papain-like cysteine peptidase 
family. It is a lysosomal peptidase found only in higher primates. It is expressed only in 
specific tissues, primarily in the thymus where it plays a major role in antigen 
presentation. Our goal for this assignment was to identify allosteric inhibitors from a 
library of compounds designed as alosteric inhibitors of cathepsins K and S. The 
inhibitory properties of the compounds were inferred from the results of enzyme kinetic 
measurements taken using fluorometry. Unfortunately, we managed to find no good 
allosteric inhibitors from the library. We used the three most promising inhibitor 
compounds for titration of cathepsin V, which did not act as hyperbolic inhibitors as 
observed for allosteric inhibitors of cathepsin K, and are therefore likely not allosteric. 
Using the molecular docking algorithm Autodock Vina we docked all three compounds 
into the active site and allosteric site of cathepsin V. We also measured the inhibitory 
activity of one compound on the degradation of soluble elastin. 
 
Key words: cathepsin V, alosteric inhibition, enzyme kinetics, computer docking, 
macromolecular substrate.  
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN SIMBOLOV 
 
 
DG gibbsova prosta energija 
AK aminokislina 
Asn asparagin 
APC antigen prezantirajoče celice 
CD4+  T-celice pomagalke 
CD8+ citotoksične T-celice 
CLIP z razredom II asociirani peptidi nevariacijske verige  
(class II–associated invariant chain peptides) 
DMSO dimetil sulfoksid 
DTT ditiotreitol 
EC50 polovica maksimalne efektivne koncentracije 
GAG glikozaminoglikan 
His histidin 
Kd konstanta disociacije 
MHCII poglavitveni histokompatibilnostni kompleks razreda II 
NK nukleinska kislina 
PDB protein data bank 
SCA statistična analiza sklopitev (statistic coupling analysis) 
v0 hitrost encimske reakcije pri ničelni koncentraciji inhibitorja 
vi hitrost encimske reakcije pri določeni koncentraciji inhibitorja 
vinf hitrost encimske reakcije pri nasičenosti z inhibitorjem 
Z-FR-AMC benziloksikarbonil-fenilanalin-arginin-7-amido-4-
metilkumarin 
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1 UVOD 
 
1.1 KATEPSINI 
 
Katepsini so izjemno velika in raznolika skupina peptidaz (encimov, ki razgrajujejo druge 
proteine). Ime katepsin je bilo prvotno uporabljeno za peptidazo, ki je delovala v rahlo 
kislem okolju [1]. Katepsini obsegajo serinske katepsine (katepsina A in G), aspartatne 
katepsine (katepsina D in E) in cisteinske katepsine (katepsini B, C, F, H, K, L, O, S, V, 
X in W) [1]. Med temi družinami je najbolj raznolika in raziskana skupina cisteinskih 
katepsinov. Ime cisteinski katepsini se danes uporablja za vse papainu podobne peptidaze, 
prisotne v živalih [2]. 
 
 
 
1.2 CISTEINSKI KATEPSINI 
 
Cisteinski katepsini med katere pri človeku spada 11 različnih peptidaz (katepsini B, C, 
F, H, K, L, O, S, V, X in W), so skupina papainu podobnih peptidaz [1,2]. Papainu 
podobne peptidaze sicer lahko najdemo pri mnogih raznolikih organizmih, prisotne so v 
kraljestvih bakterij, arhej in evkariontov [2]. Prisotnost papainu podobnih peptidaz je zelo 
pogosta pri evkariontih, medtem ko je pri glivah redka. So pa glive zelo pomemben vir 
tako makromolekulskih kot malomolekulskih inhibitorjev cisteinskih peptidaz, vključno 
z inhibitorjem E-64. Ta inhibitor cisteinskih peptidaz je izjemno pomemben za 
raziskovanje, ker skoraj izključno reagira z njihovim aktivnim mestom in se med drugim 
uporablja kot indikator proteolitične aktivnosti cisteinskih katepsinov [1,2,3].  
 
Za cisteinske katepsine se je včasih predpostavljalo, da je njihova vloga le nespecifična 
razgradnja znotrajceličnih proteinov v lizosomih [4]. Danes pa se zavedamo, da imajo 
bistveno bolj specifične vloge znotraj in zunaj celice. Glavne funkcije, pri katerih 
sodelujejo cisteinski katepsini, so razgradnja zunajceličnega matriksa, metabolizem 
proteinskih substratov znotraj endosomov, sodelovanje pri pripravi antigenov za 
predstavitev na APC in raznih drugih procesih [2]. Z odkritjem bioloških funkcij 
cisteinskih katepsinov je sovpadalo tudi raziskovanje izražanja teh proteinov v različnih 
celicah in tkivih. Katepsini B, C, F, H, L, O, S in X se izražajo v vseh človeških tkivih, 
medtem ko se katepsini V, K, S in W izražajo le v specifičnih tkivih in celicah, kot so 
osteoklasti, limfociti CD8+, timus, testisi in APC [1]. Delovanje nekaterih cisteinskih 
katepsinov je bilo povezano tudi z mnogimi bolezenskimi stanji. Povečano izražanje 
katepsina K so na primer povezali z razvojem osteoporoze, bolezni sklepov in kosti ter 
metastazo pri nekaterih oblikah raka [5]. To naredi cisteinske katepsine potencialne tarče 
za razvoj zdravil. 
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Papainu podobne peptidaze tipično delujejo kot endopeptidaze, a določeni katepsini lahko 
delujejo tudi kot eksopeptidaze, na primer katepsin X ali katepsin B, katerega 
eksopeptidazna ali endopeptidazna aktivnost je odvisna od pH okolice [1,2]. Ker 
cisteinski katepsini običajno (a ne izključno) delujejo v lizosomih, so ti najbolj stabilni 
pri rahlo kislem pH. Pri tem je izjema edino katepsin S, ki je stabilen tudi pri nevtralnem 
in rahlo bazičnem pH, torej vrednostih, pri katerih bi drugi cisteinski katepsini že izgubili 
svojo aktivnost [6]. 
 
Zrele papainu podobne peptidaze so monomerni globularni proteini, katerih molekulska 
masa se giba med 25–35 kDa, z izjemo katepsina C, ki je tetramer s temu primerno višjo 
maso [2,4]. Encim sestavljata leva L-poddomena in desna D-poddomena (slika 1). Med 
obema poddomenama pa je globoka reža, v kateri se nahaja aktivno mesto [2] (slika 1). 
Papainu podobne peptidaze spadajo v skupino cisteinskih peptidaz, katerih aktivno mesto 
vsebuje katalitično diado Cys--His+ oziroma imadizolni par (slika 1) [2]. 
 
Regulacija aktivnosti cisteinskih katepsinov poteka preko več celičnih mehanizmov. Ti 
vključujejo lokalizacijo encima znotraj lizosomov ali drugih organelov, aktivacijo 
cimogenov, pH, ter nadzor z endogenimi makromolekulskimi in nizkomolekularnimi 
inhibitorji [1]. Regulacija s cimogenom poteka tako, da se encim sintetizira kot 
preproencim. Med prehodom skozi endoplazemski retikulum se mu odcepi signalni 
peptid. Proencimu propeptid pomaga pri pravilnem zvitju, encim se nato aktivira, ko se 
propeptid odcepi [1]. Zorenje cimogenov cisteinskih katepsinov pospeši prisotnost 
negativno nabitih molekul, kot so GAG [7]. 
 
Cisteinske katepsine nadalje delimo na katepsinu L podobne katepsine (katepsini L, V, K 
in S), katepsinu B podobne katepsine, katepsin X in dipeptidil-peptidazo I [2]. Katepsinu 
L podobni katepsini so največja skupina papainu podobnih peptidaz [2].  
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Slika 1: Predstavitev tridimenzionalne strukture encima papain (PDB dostopna 
koda: 1PPN)  
Struktura na sliki prikazuje encim papain s sekundarnimi strukturami. Slika ni v 
standardni orientaciji. Na levi strani vidimo R-poddomeno in na desni strani vidimo L-
poddomeno. Na sredini slike vidimo režo v obliki črke V, v kateri se nahaja aktivno 
mesto. Na sliki je z rdečo in rumeno barvo označeno aktivno mesto, ki vključuje 
katalitično diado Cys--His+, označeno z rdečo barvo. 
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1.2.1 Katepsin V 
 
Katepsin V spada med katepsinu L podobne cisteinske katepsine skupaj s katepsini L, K 
in S, znan pa je tudi pod alternativnimi imeni katepsin L2 ter katepsin U [2,8]. Najbližje 
sorodstvo katepsin V izraža s katepsinom L, s katerim si deli 71,5 % identičnosti 
zaporedja, še bližje sorodstvo pa si deli z mišjim katepsinom L (74,6 % identičnosti), kar 
namiguje, da je človeški katepsin V ortolog mišjega katepsina L [2,9]. Genetski zapis za 
katepsin V se nahaja zraven lokusa za gen, ki kodira za katepsin L, na kromosomski regiji 
9q22.2. Iz tega lahko sklepamo, da je katepsin V nastal z duplikacijo gena za katepsin L 
[9].  
 
Katepsin V je monomerena peptidaza, preproencim sestavlja 334 AK ostankov, od tega 
17 AK ostankov sestavlja signalno sekvenco, 106 AK ostankov sestavlja propeptid in 220 
AK ostankov sestavlja dejanski zrel encim [8]. Tako kot večina ostalih katepsinu L 
podobnih katepsinov tudi katepsin V deluje pri rahlo kislem pH, za razliko od sorodnega 
katepsina L pa katepsin V ostane bolj stabilen tudi pri manj kislem in nevtralnem pH [9]. 
Encim vsebuje 3 disulfidne vezi in 2 N glikozilirana Asn ostanka (slika 2) [8]. 
 
Katepsin V lahko najdemo le pri višjih primatih [2]. Za razliko od sorodnega katepsina L 
se katepsin V izraža le v specifičnih tkivih v korteksu timusa, testisih in v manjši meri v 
epiteliju roženice [8,10]. Izražanje katepsina V pa se je zasledilo pri določenih vrstah 
raka, kar bi lahko omogočilo sledenje razvoju tega raka pri bolnikih preko katepsina V 
[9]. Tako kot katepsinu L podobna katepsin L in katepsin S ima tudi katepsin V vlogo pri 
prezentaciji antigenov na receptorjih MHCII, ki jih spoznajo limfociti CD4+ [2]. Katepsin 
V tako sodeluje v procesih intervezikularne razgradnje antigena in procesiranju 
razgradnje nevariantne verige, vezane na MHCII v CLIP. Oba procesa sta ključna za 
predstavitev antigenov na receptorjih MHCII [10]. Bistveno povečano izražanje 
katepsina V so opazili pri bolnikih z avtoimunsko boleznijo miastenijo gravis. Glede na 
vlogo katepsina V v procesu predstavitve antigenov v timusu in miastenijo gravis, 
avtoimuno boleznijo, ki je povezana s patologijo timusa, bi pretirano izražanje katepsina 
V lahko bilo potencialen vzrok za razvoj bolezni in potencialna tarča za razvoj zdravil 
[10]. 
 
Za razliko od drugih katepsinu L podobnih katepsinov ima katepsin V zelo šibko 
kolagenolizno aktivnost, je pa med vsemi katepsinu L podobnimi katepsini najboljša 
znotrajcelična elastaza [2,9].  
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Slika 2: Predstavitev tridimenzionalne strukture encima katepsina V (PDB 
dostopna koda: 1FH0)  
Struktura na sliki prikazuje encim katepsin V s sekundarnimi strukturami. Encim na 
sliki je v standardni orientaciji z L-poddomeno na levi in R-poddomeno na desni strani 
slike. Na sliki vidimo z rumeno barvo označene AK ostanke, ki tvorijo disulfidne vezi, 
in z rdečo barvo označeni mesti za N-glikozilacijo [8]. 
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1.3 ALOSTERIČNA REGULACIJA 
 
V primeru monomernih encimov se alosterična regulacija nanaša na vpliv modifikatorja, 
ki je vezan na eno mesto na encimu in posredno vpliva na delovanje drugega mesta na 
encimu, ki je ponavadi aktivno mesto [11]. Encimska aktivnost se spremeni, ker vezava 
liganda povzroči konformacijske spremembe v encimu [12]. Preučevanje alosterične 
regulacije se načeloma deli v tri kategorije: termodinamični pogled, vpliv na prosto 
energijo molekule in strukturni pogled na alosterijo [11].  
 
Alosterično regulacijo so začeli preučevati že pred več kot 50 leti, in sicer s kooperativno 
vezavo O2 na podenote oligomernega proteina hemoglobina [11,13]. Tako se je prvotno 
raziskovanje alosterične regulacije osredotočilo na homooligomerne proteine, danes pa 
vemo, da je alosterična regulacija lastnost mnogih monomernih proteinov [14]. Delovanje 
alosterične regulacije v encimih si lahko predstavljamo tako, da encim obstaja v dveh 
različnih konformacijskih stanjih z različno aktivnostjo, ki obstajata v ravnotežju. 
Alosterični efektorji pa na to ravnotežje vplivajo [14].  
 
Raziskovanje mehanizmov in delovanja alosterične inhibicije lahko precej pripomore pri 
razvoju novih zdravil. Razvoj inhibitorjev, ki bi delovali na alosterično namesto na 
aktivno mesto, bi imel prednost, saj bi ti inhibitorji lahko bili bistveno bolj specifični [14]. 
Aktivna mesta encimov so izjemno dobro evolucijsko ohranjena, saj je njihova sestava 
ključna za njihovo funkcijo, mutacije v aktivnem mestu se zato le poredko ohranijo [14]. 
Tako je načrtovanje inhibitorja, ki bi deloval le na specifičen encim, ne pa na njemu 
sorodne encime, izjemno težavno. Po drugi strani pa so alosterična mesta bistveno slabše 
evolucijsko ohranjena, kar pomeni, da bi alosterični inhibitorji imeli bistveno večjo 
specifičnost [14]. 
 
Pri iskanju alosteričnih mest se uporabljajo različne metode. Od eksperimentalnih metod, 
kot so pregledovanje knjižnic spojin ali phage display tehnike, do računalniških tehnik, 
kot je SCA [12]. SCA (statistic coupling analysis) je metoda, ki pregleduje omrežja 
evolucijsko ohranjenih AK ostankov v družini proteinov. Ta omrežja ohranjenih ostankov 
lahko delujejo kot poti za alosterično komunikacijo med aktivnim mestom in alosteričnim 
mestom [12]. S to metodo je možno identificirati alosterična mesta na encimu. Tako so 
bila identificirana alosterična mesta na katepsinu K [12]. Zaradi sorodnosti pa lahko 
sklepamo, da so lokacije teh alosteričnih mest enake tudi na drugih katepsinu L podobnih 
katepsinih, vključno s katepsinom V. 
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Slika 3: Lokacija napovedanih alosteričnih mest na katepsinu K [12]  
Strukture na sliki prikazujejo površino katepsina K (PDB dostopna koda: 1ATK), 
skupaj z molekulo hondroitin fosfata, ki je prikazan kot paličice ter obarvan rumeno. 
Lokacije sedmih potencialnih alosteričnih mest so na sliki obkrožene in oštevilčene. 
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2 NAMEN DELA 
 
Namen diplomskega dela je bil testirati in okarakterizirati inhibicijske lastnosti knjižnice 
spojin na encimu katepsinu V. Spojine v knjižnici so bile načrtovane kot alosterični 
inhibitorji katepsina K in S. Zaradi sorodnosti cisteinskih katepsinov smo nameravali 
testirati to knjižnico inhibitorjev na drugih katepsinih, kar nam bi tudi dalo podatke o 
specifičnosti teh inhibitorjev. V diplomi je bil namen preiskati knjižnico spojin in najti 
ter okarakterizirati alosterične inhibitorje.  
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3 EKSPERIMENTALNI DEL 
 
3.1 NAPRAVE 
 
 
Tabela 3.1: Seznam uporabljenih naprav 
 
Naprava Proizvajalec Model 
Fluorometer Perkin Elmer LS50B 
Termoregulacijski 3.1 
sistem za fluorometer 
Lauda Ecoline RE104 
Vorteks mešalo Fisher scientific FB15013 
TopMix 
Tehtnice Radwag XA 60/220/X 
 Radwag WLC 2/A2 
Magnetno mešalo Fisher scientific FB15045 
pH meter Mettler Toledo SevenEasy 
Termoblok Eppendorf Thermomixer 
Confort 
Centrifuga Eppendorf 5415R 
 
 
3.2 MATERIALI 
 
 
3.2.1 Kemikalije 
 
Tabela 3.2.1: Seznam uporabljenih kemikalij 
 
 
 
Kemikalija Proizvajalec 
Aceton Sigma Aldrich 
Borova kislina (H3BO3) Sigma Aldrich 
DMSO Sigma Aldrich 
DTT Thermo Scientific 
Elastin Loslich 
Fluorescamin Sigma Aldrich 
HCl Carlo Erba Reagents 
Na-acetat (NaOAc) Honeywell 
NaOH Sigma Aldrich 
TCA VWR Prolabo Chemicals 
Glicin Sigma Aldrich 
 10 
 
 
 
 
3.2.2 Pufri 
 
 
Tabela 3.2.2: Seznam uporabljenih pufrov 
 
Sestavine pH 
10 mM Na-acetat / HCl 5,5 
10 mM Na-acetat / HCl + 2,5 mM DTT 5,5 
0,2 M H3BO3 / NaOH 8,5 
 
 
 
 
3.2.3 Encim 
 
 
Encim, ki smo ga uporabljali za meritve, je bil rekombinantno pridobljen, aktiviran 
človeški katepsin V. Encim je bil na voljo na fakulteti ter bil hranjen pri –80 °C. 
 
 
 
 
 
3.2.4 Substrati 
 
 
Tabela 3.2.4: Seznam uporabljenih substratov 
 
Substrat Proizvajalec 
Z-FR-AMC Bachem 
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3.2.5 Spojine 
 
 
Ime spojine IUPAC ime Strukturna formula 
Spojina 1 1,5-dimethyl (2S)-2-{2-[(2,5-
dioxopyrrolidin-3-
yl)amino]acetamido}pentanedioate 
 
Spojina 2 methyl 2-[(2,5-dioxopyrrolidin-3- 
yl)sulfanyl]acetate 
 
Spojina 3 methyl 2-{[1-(2-aminoethyl)-2,5-
dioxopyrrolidin-3- 
yl]sulfanyl}acetate 
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3.3 UPORABLJENA RAČUNALNIŠKA OPREMA 
 
 
Tabela 3.3: Seznam uporabljene računalniške opreme 
 
Program Verzija 
GraphPad Prism 5.00 
MGL tools 
 
Pythonmolecular viewer, 
Autodock tools 
1.5.6 
Autodock Vina 1.1.2 
Chimera 8.6.1 
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3.4 METODE 
 
 
 
3.4.1 Meritve encimske kinetike z uporabo fluorometra 
 
Fluorescenčna spektrometrija je kvantitativna laboratorijska tehnika, ki temelji na 
izkoriščanju pojava fluorescence. Fluorescenca se pojavlja le pri nekaterih molekulah. Če 
fluorescirajočo molekulo z elektromagnetnim valovanjem vzbudimo v višje energetsko 
stanje, ta to energijo nato odda s fluorescentno emisijo in relaksacijo. Pri relaksaciji 
molekula nekaj energije odda v okolico (topilo), pri fluorescentni emisiji pa preostanek 
energije odda kot elektromagnetno valovanje. Ker pa se je nekaj energije že izgubilo pri 
relaksaciji, molekula odda elektromagnetno valovanje pri nižji valovni dolžini. Ta pojav 
lahko izkoriščamo s pomočjo instrumenta spektrofluorometra, s katerim spremljamo 
spremijanje fluorescence v reakciji. Prednost te metode je njena izjemno velika 
občutljivost, ki je lahko eno do tri magnitude višja kot pri adsorpcijski spektrometriji [15]. 
 
Pri diplomski nalogi smo za svoje meritve uporabili fluorometer (naveden v tabeli 3.1), 
nastavljen na eksitacijsko valovno dolžino 383 nm, emisijsko valovno dolžino 455 nm ter 
z odprtostjo rež, nastavljeno na 5 nm. Meritve so tipično potekale 120 s, z meritvami 
vsake 0,2 s. Vse meritve so potekale pri temperaturi 25 °C, ki jo je zagotavljal 
termoregulacijski sistem (tabela 3.1). Fluorometer je bil opremljen z magnetnim 
mešalom, kar nam je omogočilo homogenost reakcijske mešanice.  
 
Reakcijska mešanica je vsebovala 2 mL acetatnega pufra s pH 5,5 (tabela 3.2.2) ter 2,5 
mM reducenta DTT, ki katepsinu V ter drugim cisteinskim peptidazam omogoča 
delovanje. Encimsko aktivnost v reakcijski mešanici smo merili s 5 µM sintetičnega 
fluorogenega substrata Z-FR-AMC (tabela 3.2.4), raztopljenega v DMSO. Količino 
dodanega encima pa smo določili glede na njegovo aktivnost. Inhibitorji, ki smo jih 
uporabljali, so bili raztopljeni v DMSO, njihova koncentracija v reakcijski zmesi je 
ustrezala 50–1000 µM. 
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3.4.2 Obdelava kinetičnih podatkov  
 
Podatke, zbrane pri kinetičnih meritvah z uporabo fluorometra, smo obdelali s pomočjo 
programa GraphPad Prism (tabela 3.3). Pri prvotnem presejanju knjižnice spojin smo 
želeli le testirati inhibicijo več inhibitorjev, ki smo jih testirali pri identičnih količinah 
inhibitorjev. Opravljenim meritvam smo nato z nelinearno regresijo določili naklon 
premice. Nakloni meritev so sorazmerni z encimsko aktivnostjo, večji naklon narekuje 
višjo encimsko aktivnost. Iz razmerja naklonov meritev vzorcev z inhibitorji v primerjavi 
z naklonom meritev vzorca encima brez inhibitorja lahko primerjamo inhibicijo testiranih 
spojin. Namen tega prvotnega presejanja knjižnice je identifikacija spojin, ki se jih splača 
bolj podrobno preučiti s pomočjo titracije encima z inhibitorjem. 
 
Pri titraciji encima z inhibitorjem merimo encimsko aktivnost pri različnih koncentracijah 
inhibitorske spojine. Pri titraciji smo običajno izvedli okoli 11 meritev pri različnih 
koncentracijah inhibitorja v razponu od 0 do 1000 µM. Tako kot pri prvotnem presejanju 
knjižnice spojin smo tudi pri titraciji iz posameznih meritev izračunali naklone premic, 
ki predstavljajo encimsko aktivnost. Iz naklonov smo nato izdelali graf odvisnosti 
encimske aktivnosti od koncentracije inhibitorja. Ta graf smo nato uporabili za izračun 
vrednosti EC50 inhibitorja s pomočjo logistične enačbe s štirimi parametri: 
 𝑣#	 	= 	 𝑣& − (𝑣& − 𝑣#)*)[𝐼]/𝐸𝐶2&/ + [𝐼]/  
 
V enačbi 𝑣#	 predstavlja hitrost reakcije pri merjenju koncentracije inhibitorja, ki pa je v 
enačbi označena kot [I]. Oznaka 𝑣& predstavlja hitrost encimske reakcije pri ničelni 
koncentraciji inhibitorja, oznaka 𝑣#)* pa predstavlja hitrost encimske reakcije, ko je 
encim nasičen z inhibitorjem. Konstanta h, ki jo vidimo v enačbi, predstavlja Hillov 
koeficient, za katerega smo pri naših meritvah predpostavili vrednost 1. Nazadnje EC50 
predstavlja koncentracijo inhibitorja, ki je potrebna, da dosežemo 50 % maksimalne 
inhibicije, ki jo zmore inhibitor.  
 
Z enačbo smo iz grafa izračunali vrednosti 𝑣#)* in EC50. Iskali smo inhibitorje, pri katerih 
je vrednost 𝑣#)* presegala 0, saj dejstvo, da pri nikakršni koncentraciji inhibitorja ne 
dosežemo popolne inhibicije, narekuje alosterični mehanizem delovanja. Izračunano 
vrednost EC50 pa smo uporabili kot približno oceno afinitete inhibitorja do encima. 
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3.4.3 Računalniška umestitev liganda na encim 
 
Vezavo inhibitorja na alosterično mesto smo napovedali s pomočjo molekularne 
umestitve s programom Autodock Vina (tabela 3.3). Molekularna umestitev je 
računalniški proces, ki skuša napovedati nekovalentne interakcije med makromolekulo 
(receptorjem) in majhno molekulo (ligandom). Namen molekularne umestitve je 
reprodukcija kemijskih potencialov, s čimer se da določiti vezavno konformacijo liganda 
in prosto energijo vezave [16]. Iz proste energije lahko nato izračunamo afiniteto vezave 
s pomočjo navedene enačbe:  
 ∆𝐺 = 	𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾;𝑐&  
 
V enačbi ∆G predstavlja prosto energijo, R konstanto za idealni plin, T temperaturo, co 
standardno referenčno koncentracijo 1 M, Kd pa disociacijsko konstanto [12]. 
 
Pri molekularni umestitvi se uporablja veliko različnih algoritmov, ki delujejo na različne 
načine. Vključujejo pa genetske algoritme, simulirano prileganje, optimizacije gruče 
delcev ter mnoge druge. Algoritem Autodock Vina uporablja Iterated Local Search 
globalni optimizator. Namen programa Autodock Vina je največja mogoča natančnost 
napovedi v najkrajšem možnem času, ki ga računalnik potrebuje za izračun [16]. 
 
Pri uporabi programa Autodock Vina smo si pomagali z dodatnimi računalniškimi orodji, 
kot sta Pythonmolecular viewer in Autodock tools, ki spadata med skupino računalniških 
orodij MGL Tools (tabela 3.3). Program Autodock Vina sprejema molekularne strukture 
za ligand in makromolekulo v formatu PDBQT. Za pretvorbo molekularnih struktur v 
format PDBQT smo uporabili Pythonmolecular viewer in Autodock tools, s katerima smo 
molekuli tudi dodali naboje in odstranili vse nepolarne vodike, kar je računalniku olajšalo 
izračune. S temi programi smo si tudi pomagali pri definiranju vezavnega mesta, znotraj 
katerega Autodock Vina skuša napovedati vezavo liganda. Na koncu s pomočjo 
Autodock tools ustvarimo konfiguracijsko datoteko v formatu TXT, ki vsebuje vse 
parametre, ki jih Autodock Vina potrebuje za delovanje. Datoteko TXT lahko nato še 
ročno spreminjamo in dodamo dodatne parametre, kot so izčrpnost (exhaustiveness) in 
število končnih podanih rezultatov. Ko zaženemo Autodock Vino, nam ta nato kot 
rezultat ustvari datoteko PDBQT. To si lahko nadalje ogledamo v programu Chimera, 
kjer lahko vidimo konformacije in pozicije liganda ter proste energije vezave [17]. 
 
Pri naši izvedbi molekularne umestitve smo za strukturo makromolekule uporabili 
datoteko PDB katepsina V (PDB dostopna koda: 1fh0), iz katere smo odstranili vse 
podatke razen tistih, ki spadajo v kategorijo ATOM. Ligand smo zmodelirali s pomočjo 
spletnega orodja SwissADME in programa Chimera [18]. 
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3.4.4 Inhibicija razgradnje topnega elastina 
 
Poleg testov z malomolekulskimi substrati smo inhibicijo preiskanih spojin želeli 
preveriti tudi z makromolekulskimi substrati. Kot makromolekulski substrat smo 
uporabili topen elastin. Kljub temu da bi lahko uporabili tudi druge makromolekulske 
substrate, je uporaba elastina za katepsin V še posebaj primerna izbira, saj je med 
katepsinu L podobnimi katepsini katepsin V glavna znotrajcelična elastaza [2]. 
 
Metoda, ki smo jo uporabili za merjenje encimske razgradnje elastina, deluje posredno z 
uporabo fluoreskamina. Za merjenje inhibicije smo opravili meritev pri vzorcu, ki je 
vseboval le elastin in ne encima ali inhibitorja, meritev pri vzorcu, ki je vseboval elastin 
in encim, ter meritev pri vzorcu, ki je vseboval elastin, encim in inhibitor. V vseh primerih 
smo opravili tri vzporedne meritve, iz katerih smo nato izračunali povprečje [19]. 
 
Vzorce smo pripravili v Na-acetatnem pufru, ki vsebuje 2,5 mM DTT (tabela 3.2.2), tem 
smo nato dodali 5 mg/mL ml topnega elastina ter primerno količino encima, ki smo jo 
določili glede na njegovo aktivnost. Vzorce smo nato inkubirali v termobloku (tabela 3.1) 
pri 37 °C, 1200 obr./min za 90 min. Po končani inkubaciji smo reakcijo prekinili z 
dodatkom TCA, ki je na koncu zavzela 5 % volumna našega vzorca. Vzorce smo nato 
prenesli na led, kjer smo jih pustili 20 min. Nato smo vzorce 20 min centrifugirali v 
hlajeni centrifugi (tabela 3.1) pri 4 °C. Centrifugiranim vzorcem smo odvzeli supernatant, 
nato pa 7,5 µL prenesli v falkonko, ki je vsebovala 1 mL 0,15 mg/mL raztopine 
fluorescamina v acetonu in 2 mL boratnega pufra (tabela 3.2.2). Po dodatku supernatanta 
smo falkonke nemudoma premešali z uporabo vorteksa (tabela 3.1). Vzorcem smo nato 
izmerili fluorescenco pri eksitacijski valovni dolžini 390 nm in emisijski valovni dolžini 
480 nm z uporabo fluorometra (tabela 3.1) [19].  
 
Za izračun inhibicije smo uporabili povprečne vrednosti fluorescence vzporednih meritev 
naših vzorcev. Od fluorescence vzorcev, ki vsebujejo elastin in encim, in vzorcev, ki 
vsebujejo elastin, encim ter inhibitor, smo odšteli fluorescenco vzorca, ki ni vseboval 
encima. Vzorec z encimom, brez inhibitorja, je tako predstavljal 100 % aktivnost encima. 
Iz razmerja fluorescence vzorca z encimom brez inhibitorja in vzorca z inhibitorjem smo 
nato izračunali inhibicijo. Poleg prej omenjenih vzorcev smo izvedli tudi meritev 
fluorescence vzorca, ki smo mu namesto supernatanta dodali 40 µL 1 M raztopine glicina. 
Vrednost tega vzorca je predstavljala zgornjo mejo območja linearnosti. Če bi vrednosti 
naših meritev presegale to vrednost, bi vedeli, da smo izven območja linearnosti in naših 
meritev ne moremo upoštevati. 
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA 
 
 
 
4.1 KINETIČNE MERITVE 
 
Pri prvotnem presejanju knjižnice spojin smo presejali 33 različnih spojin in za nadaljnje 
kinetične meritve nemudoma izločili vse spojine, ki niso kazale nobene inhibicije na 
katepsin V. Obetavne inhibitorske spojine smo nato nadalje testirali s titracijo encima. 
Med tem preiskovanjem spojin so najbolj obetavno delovale tri spojine spojina 1, spojina 
2, spojina 3 (tabela 3.2.5).  
 
Pri titraciji smo za vsako od teh treh spojin izvedli 11 meritev pri različnih koncentracijah 
inhibitorske spojine. S pomočjo fluorometra (tabela 3.1) smo merili razgradnjo 
fluorogenega substrata Z-FR-AMC (tabela 3.2.4) pri stalni temperaturi 25 °C. Iz 
naklonov meritev smo tako lahko primerjali aktivnost katepsina V. Tako smo lahko 
izdelali graf aktivnosti katepsina V v odvisnosti od koncentracije inhibitorske spojine 
(slike 4 do 6) S pomočjo enačbe s štirimi parametri nam je ta graf omogočil izračun 
razmerja vinf / v0 ter EC50. 
 
 
 
 
Slika 4: Titracija katepsina V s spojino 1  
Graf na sliki prikazuje razmerje hitrosti encimske reakcije s hitrostjo encimske reakcije 
neinhibiranega katepsina V (vi / v0) v odvisnosti od koncentracije inhibitorske spojine 1 
([I]). Točke na sliki predstavljajo vrednosti meritev, na njih pa se prilega krivulja enačbe 
s štirimi parametri. Z enačbo smo izračunali vrednosti vinf in EC50, ki sta navedeni na 
sliki.  
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Slika 5: Titracija katepsina V s spojino 2  
Graf na sliki prikazuje razmerje hitrosti encimske reakcije s hitrostjo encimske reakcije 
neinhibiranega katepsina V (vi / v0), v odvisnosti od koncentracije inhibitorske spojine 2 
([I]). Točke na sliki predstavljajo vrednosti meritev, na njih pa se prilega krivulja enačbe 
s štirimi parametri. Z enačbo smo izračunali vrednosti vinf in EC50, ki sta navedeni na 
sliki. 
 
 
 
 
Slika 6: Titracija katepsina V s spojino 3  
Graf na sliki prikazuje razmerje hitrosti encimske reakcije s hitrostjo encimske reakcije 
neinhibiranega katepsina V (vi / v0), v odvisnosti od koncentracije inhibitorske spojine 3 
([I]). Točke na sliki predstavljajo vrednosti meritev, na njih pa se prilega krivulja enačbe 
s štirimi parametri. Z enačbo smo izračunali vrednosti vinf in EC50, ki sta navedeni na 
sliki. 
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Kljub temu da so spojine 1, 2 in 3 ob prvotnih meritvah delovale obetavno, so titracijske 
krivulje pokazale, da imajo slabe afinitete za katepsin V. Pri spojinah 1 in 3 (sliki 4, 6) 
opazimo, da vrednost vinf ustreza 0, kar pomeni da popolnoma inhibirata katepsin V. Taki 
inhibitorji se ponavadi vežejo v aktivno mesto. Edini inhibitor, pri katerem je vrednost 
vinf večja od 0, je spojina 2 (slika 5), vendar pri njem opazimo bistveno višji EC50, kar 
pomeni, da ima ta spojina nizko afiniteto do katepsina V. Zato težko presodimo 
zanesljivost izračunane vrednosti v0, saj izračunana vrednost EC50 presega tudi najvišjo 
koncentracijo inhibitorja, pri kateri smo izvajali meritve.  
 
Iz rezultatov lahko sklepamo, da nismo uspeli najti nobenega pravega alosteričnega 
inhibitorja za katepsin V. Hkrati so bile afinitete inhibitorjev do encima tako nizke, še 
posebej pri spojini 2, da bi bila kakršnakoli praktična uporabnost teh inhibitorjev malo 
verjetna. 
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4.2 UMEŠČANJE SPOJIN Z RAČUNALNIŠKIMI ORODJI 
 
Da bi vezavo inhibitorjev lahko umestili na encim, smo uporabili program za umeščanje 
spojin Autodock Vina (tabela 3.3) [16]. Kot makromolekulo smo za umeščanje uporabili 
3D model človeškega katepsina V (PDB dostopna koda: 1fh0, veriga A). Na encim smo 
umestili spojine 1, 2 in 3 (tabela 3.2.5), ki smo jih sami zmodelirali. Spojine smo prvotno 
mislili umestiti le na alosterično mesto, ker pa so rezultati kinetičnih meritev nakazovali 
vezavo inhibitorja na aktivno namesto na alosterično mesto, smo umetitev nato opravili 
tudi z aktivnim mestom. 
 
 
 
Slika 7: Prileganje spojin na alosterično mesto  
Na sliki so podani 3D prikazi spojin 1 (a), 2 (b) in 3 (c) (modre barve), računalniško 
umeščeni na alosterično mesto človeškega katepsina V (rjave barve) (PDB dostopna 
koda: 1fh0). Podane so tudi izračunane vrednosti DG, iz katerih smo izračunali afinitete 
spojin do encima v obliki vrednosti ravnotežne konstante disociacije Kd pri 25 °C. 
Umeščene pozicije spojin na sliki so bile izbrane na podlagi najnižje DG (najvišje 
afinitete) iz seznama 20 izračunanih pozicij. 
 
DG (Spojina 1) = - 4,9 kcal / mol 
DG (Spojina 2) = - 3,9 kcal / mol 
DG (Spojina 3) = - 4,5 kcal / mol 
Kd (Spojina 1) = 0,25 x 10-3 M 
 
 
Kd (Spojina 2) = 1,38 x 10-3 M 
Kd (Spojina 3) = 0,50 x 10-3 M 
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Slika 8: Prileganje spojin na aktivno mesto  
Na sliki so podani 3D prikazi spojin 1 (a), 2 (b) in 3 (c) (modre barve), računalniško 
umeščeni na aktivno mesto (označeno rdeče barve) človeškega katepsina V (rjave barve) 
(PDB dostopna koda: 1fh0). Podane so tudi izračunane vrednosti DG, iz katerih smo 
izračunali afinitete spojin do encima v obliki vrednosti ravnotežne konstante disociacije 
Kd pri 25 °C. Umeščene pozicije spojin na sliki so bile izbrane na podlagi najnižje DG 
(najvišje afinitete) iz seznama 20 izračunanih pozicij. 
 
  
DG (Spojina 1) = - 5,1 kcal / mol 
DG (Spojina 2) = - 4,4 kcal / mol 
DG (Spojina 3) = - 4,5 kcal / mol 
Kd  (Spojina 1) = 0,18 x 10-3 M 
 
 
Kd (Spojina 2) = 0,59 x 10-3 M 
Kd (Spojina 3) = 0,50 x 10-3 M 
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Iz rezultatov so vidne najverjetnejše pozicije in konformacije spojin 1, 2 in 3, ki so 
umeščene na alosterično (slika 7) ter aktivno mesto (slika 8) človeškega katepsina V. 
Hkrati so podane tudi DG vezave, iz katerih smo nato izračunali afiniteto, podano v 
vrednosti ravnotežne konstante disociacije Kd. Za dejansko potrditev mesta in načina 
vezave teh spojin na katepsin V, bi morali uporabiti eksperimentalne metode, na primer 
rentgensko kristalografijo. Kljub temu pa nam programi za molekularno umeščanje dokaj 
natančno omogočajo razlikovanje med ligandi glede na afiniteto vezave [20]. 
 
Če primerjamo izračunane afinitete pri umeščanju spojin na alosterično mesto, opazimo, 
da se te afinitete ujemajo z eksperimentalnimi podatki. Pri kinetičnih meritvah smo za 
spojino 1 pridobili najnižjo, za spojino 3 drugo najnižjo in za spojino 2 daleč najvišjo 
vrednost EC50. V skladu s kinetičnimi meritvami imajo enak vrstni red tudi izračunane 
vrednosti Kd, pridobljene z umeščanjem spojin na alosterično mesto katepsina V. S tem 
vzorcem se ujemajo tudi afinitete, pridobljene z umeščanjem liganda na aktivno mesto, a 
nekoliko manj očitno kot pri alosteričnem mestu. Vrednosti EC50, sicer niso direktno 
merilo afinitete, saj so odvisne še od drugih kinetičnih parametrov [12]. Kljub temu pa 
EC50 lahko vseeno uporabimo za vsaj približno oceno afinitete.  
 
Iz rezultatov kinetičnih meritev smo sklepali, da se testirane spojine najverjetneje vežejo 
v aktivno mesto, namesto da bi inhibicija potekala preko alosteričnega mehanizma. 
Afinitete, izračunane pri umeščanju spojin na encim, so višje pri vezavi v aktivno kot pri 
vezavi na alosterično mesto, razen pri spojini 3, kjer je afiniteta vezave enaka tako pri 
alosteričnem kot aktivnem mestu. Iz rezultatov umeščanja bi lahko tako sklepali, da se 
spojine res vežejo v aktivno mesto namesto na alosterično, ampak sklepanje na podlagi 
teh podatkov nujno ne predstavlja realne slike. 
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4.3 INHIBICIJA RAZGRADNJE ELASTINA 
 
Poleg kinetičnih meritev, ki smo jih izvedli s fluorogenim substratom Z-FR-AMC, smo 
želeli inhibicijo katepsina V s spojinami 1, 2 in 3 (tabela 3.2.5) testirati tudi na 
makromolekulskem substratu. V našem primeru smo test izvajali na topnem elastinu. Za 
vsako od meritev smo izvedli tri vzporedne meritve in izračunali njihovo povprečje.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 9: Diagram inhibicije katepsina V pri testu razgradnje topnega elastina  
Na sliki vidimo deleže aktivnosti katepsina V, inhibiranega z 0,25 mM spojine 3, v 
primerjavi z aktivnostjo neinhibiranega encima, podano v odstotkih. Vrednost na 
diagramu je izračunana iz treh vzporednih meritev.  
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Iz diagrama (slika 9) lahko razberemo, da inhibicija razgradnje topnega elastina s 
katepsinom V v prisotnosti 0,25 mM spojine 3 ustreza 29,4 %. Prvotno smo želeli 
pridobiti tudi podatke za inhibicijo s spojinama 1 in 2, a na žalost pri testih s tema 
inhibitorjema nismo dobili uporabnih podatkov zaradi izjemno velike napake.  
 
Vrednost 29,4 % inhibicije razgradnje topnega elastina s spojino 3 se ujema s podatki, ki 
smo jih pridobili pri kinetičnih meritvah z Z-FR-AMC. Iz titracijske krivulje (slika 6) 
lahko pri 0,25 mM koncentraciji spojine 3 razberemo približno 25 % inhibicijo, kar dokaj 
ustreza meritvam inhibicije na makromolekulskem substratu, kljub temu da vrednosti 
inhibicije med tovrstnimi meritvami niso nujno primerljive.  
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6 ZAKLJUČEK 
 
Med preiskovanjem knjižnice spojin smo uspešno našli več spojin, ki inhibirajo človeški 
katepsin V, in izvedli titracijo encima s temi spojinami. Med temi spojinami pa 
najverjetneje nismo uspeli najti nobenega alosteričnega inhibitorja, kar je bil namen 
diplomskega dela. Najbolj obetavne spojine smo z računalniškimi orodji umestili na 
alosterično in aktivno mesto. Za te spojine smo tudi nameravali izmeriti inhibicijo 
razgradnje makromolekulskega substrata. Pri tem testu pa smo uspešno pridobili podatke 
le za eno od spojin. 
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